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. 1o Elnéleti rées

Bevezetde

Az aromésok jSdozdedt kilinféle kirilmények kisitt
ée a peroxiddzok nem specifikue szerepdt a jiéd, 4dltald-
ban g halogének beédpitéedben sokan tanulminyoztdk /Ro=-
che éo munkatdrsai 1954; Covelli ée Wolf 1966; Hager de
munkatdreal 1966; Thomas de Hager 1969/ miutdn ez a
reakeid a tiroxin szintézie alapja a pajzemirigyben, B
zen vizegdlati médezerek igen vdltozatosask, de megesyez-
nek abban, hogy ellsztr iz0l41tdk a jédozott szdirmazée
kokat, majd meghatdroztdik a jédbedpiilég helyst az orga-
nikut}vagyﬁletekbo.

A pajzenmirigzy hormonja a tiroxin, szerkeszetét tekinte
ve tctra;]éd—tiro#in. /Dijédoxifenil-dijédtirozin/., Ridio-
aktiv j5d iz28tdppal végrett kisdrletek arra mutattak,
hogy a pajzemirigy a jédot csaknem 100-gpzor gyorsabban
kGti meg ée tdrolja, mint az ezyéb ezivetek. A tiroxin
ezintézis ugy megy vigbe, hogy az anorganikus jédbsl s
tirozinbdl a pajzenirigy monojéd—tiroziat vagy két jéd
kbtBddedvel dijdd-tironint kéezit. Két-kdit molekula di-
jb6d-tironinbsl oxidativ uton aminepropionsav lehasadfisa
mellett keletkezik a tiroxin. /l. dbra/.

A j6dbedpiiléet wvalleziniileg egy jédindze nevil enzim
katalizdlja, de a pajzemirigyben 14vs paroxiﬁéz engineke
nek /tiroid peroxiddg, Schultz 1970/ is szerepe lehet a
beépiilésben. A jddbedniilée mechanizmusdnak sok rdésszlete
ma nég ismer-tlen. Feltételezik azonban azt, hogy a deha-
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logénezisben is a peroxiddz enzimek jédtezanak £5 eze-
repet /Jolin 1971/.

A tiroxin, peptidekhes, aminosavakhog kitidve mint
tireoglobulin raktdrozidik fel a follikulusok kolloid-
jdbane A tireoglobulint a kolloidokben 14v8 proteoliti-
kug enzim s eziikedglethez képest lebontja ée a ssabuoddd
vilt tiroxin a vérdiramba jut. A vérben & hormon ismét
fehérjékhez albuminokhoz és globulinokhoz kapcsolddik s
ilymSdon tranegportdlddik a kiillinbizs szbvetekbe éeg igy
.3étszédik le az inaktivdlddiea is. /2. dbra/
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A peroxiddz riest vesz a jodid oxiddlfedban /a reakecisd/,
azonban ennek a reakeidnak a mechanizmuea iemerctlens A
jsdia ouidélhaté egy=-két elektron dtaddisesl, nisrdezt I;
xeletkezhet /b reakeis/, amely spektrofotometridsan jil
mérhets /Alezander 1962/, Bayse ée lorrieon 1971 megéilla-
pitottik, hogzy alaceony pHen /3.6/ a fenol komponene és a
368 epont’n reakeisja nacyon lassu, mig e peroxiddis enzi-
mek katalizdlta reakeid igen gyore. A jidozdsos reakeidban
feltiteleznek egy mieodik enzimet a jSdindzd-t /e Croot
e Davie 1962; Yip 1965/. Bz az enzim katalizdlje feltehe-
t3leg az "oxiddlt j6did" fe a fenol vegyillet kizti reak-
cist /c reakeid/. A peroxiddz szerepe Beszhangbon van a
gémdval, ezyezeriien oxiddlja a jddidot.

A peroxiddg oxidfld képecsdiginek mirisére tobb mide
ezert dolgoztak ki. Pl. aromds fenolok és aminek oxiddcid-
ja ezyeszerii mddezerrel mdrhetd [liosoya Se lHorrison 1967/,
e guaiacol oxiddcisdjift vette alapul ds kilinblzd hemopro=
teinek oxiddeide képeeedgst adtdk meg GU/ M mol ezyedg=
bene

H teinek ka zgdlta jacol oxidécid
Hemoprotein prepardtum - G/ M mol
Laktoperoxiddis 4,40
liyeloperoxiddg 2,10
Tieztitott tyroid peroxidiz 1,15
Tormaperoxiddzs ¢ 1,50
Tormaperoxidig 2420
LS hewmoglobin 04000006
Smberi hemozlobin 0, 000045




§gg§§rofgtgggtriég gédeggr. ahol a jodid oxidéciée

ternékst az 13-ot mérik ultraibolya tartcmanyban
Jiiosoya 1963; Alexander és Scheig 1968/.
Il.

médezer a halogenizdcids reakeid kdvetkeztdben be-
4118 epektroezkdpial viltozdeon alapul, amely azon=
ban csak aklkor alkalmazhaté. ha jdédozott vegyliletlek
epektruna elilr a nem 36dogottakt51. Hager és nunkaw
téreail /19657 kitér;eéztatték ezt = médezert a reake
cid kinetikéjfinak tanulmdnyosdedra.

III. Specifikus haloid szenszorok slhkalmazdca. Ezzel a
miédszerrel 1 x 107 M 350id koncentrdeid vditozde
is mérhet3 /Jiorrieon 1968/.

IV, R&didaktiv izotdpok g;kggmagéeég Pl. 2?1ievel valé
nérise

A peroxiddzok katalizdlta Tyr jédozisdnak kinetikdjit
ezdleg kUrben kutatjdk. TUblen kimutattdik, hogy lehetsée
gee a Tyr jddozdez laktoperoxidds, tormaperoxidiz, cloroe-
peroxiddg ée nyers ma-ha tiroidperoxiddg £ltal /Coval és
Taurog 1967; lHager ée munkatdreai 1966; Klebanoff g mune
katdireal 1962; Ljungsren 196563 Taurog és Howelle 1966;
Thomas ée Hager 1963; Yip ée Hadley 1966; Bayse 1971/.

A teljes jSdozdel reakcid lezsldbb hirom szubezird -
tot foglcl magdiba 4e kétedgtelen tEbblépcele folyamatnak
tekinthetS, BEzé-t a peroxidiz katsiizdlta jédozde kineti-
kéja komplexe A j3dozdel reakelsd 3 kom@bnenses lp05

i~ és a fenol komponens., Feltehetdleg az enzim ellszbr
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oxidsl3dik e ezy relative stabil formit képez a |
peroxiddale

A hidroxiléldie fizioldgiai szempontbil az 6151é-
nyek minden csoportjdban nagy jelentdedgil, bir jelentl-
sége kiilnbizd termdiszetile A tbhérﬁék, amindsavak, nuke
leineaval, lipidek, szénhidrdtok és az aromds vegylile=
tek metabolizmuedt a hidroxildlde segiti elS. Egyriszt .
azdért, hozy bioldglailag aktivak legjenek, mderisct,
hogy vizben ée testnedvekben jobban 0ldddé vegyliletek
keletkezzeneks A mitokondridlis fe a mikroszomdlis mo=
nooxigendgok a hidroxildldsesal a kiillinbizsl gydzyszerck
dg testidegen anyasok detoxikdldedt vigzike. _

A szteroid hidroxildzokndl a bioldglai hatds domie
ndl, de a hidroxildzok ezy rdeze rieczt vesz a szteroid
vegyiiletek dezaktivdldisdban is, azaz olyan forméba a=-

. lakitfedba, anely a ezervezetbdl kiiril.

Ag dllati ezervezetben lejdtszddd hidroxildld folyaw
matok két csoportba oszthatsk:

as/ specifikue

be/ nem specifikus

A epecifikus hidroxildldisok szubezirdtjal a ezerve-
zet anyagale A nem gpecifikus hidroxilizok nemceak se-
jét lezgyakoribb szubeztritjuk, hanem 8 szervezet szd-
néra felescleges, vagy idegen anyagok hidroxildldedt ie
ellsegitike.

Szdmos ezerz8 kimutatta, hogy az Beztron gyorean
inaktivi14dik az §18 ezervesetben /Jondek 1942; Vester-
feld 1940; Graubald 1941, 1942; Klebanoff 1960/.

}- hidroxildldieck



-?-

Ezekben a fblyamntakbén szdmos, a3 418 ezervezetben
elSforduld enzim veez rdezt. Pl. aszkorbinscvexiddz,
fenoloxidis, miolo§aroxidés. laktoperoxidds, melldke
vese peroxiddgok /igtkovies, Rajki, Sanyi 1972/,

A kisérleteket két paroxidéz enzimmel vigeztik
a laktowis tormﬁperuxidézzal. A legujabb enzimbesoro-
14g Thomas E, Barman /1969/ gzerint & 2 enzim egy ceo-
portba tartozik /E.Ce le 1le l. Te/e

A laktoperoxidds-t az dllati szervezet tUbLDL szbve-
téb51 mutattdk kis: nydle, kinnye, aml&mix;igyekben, tej-
ben, stbe A laktoperoxidds Srdekee tulcjdonsdga, hogy
38 molekula ezdénhidr tot tartalmaz enzim molekuldin -
kénte ézért azt tételezik fel, a ezénhidrétok képezik
oz enzim belsd élektron donorjdt, Proeztdétikus csoport-
ja voe-hem /0,06 % vas enzim molekuldnkdént/, mii ext.
koeffs 412 nm-nél 1l4.

]Az enl e peroxiddgok kBziil a laktoperoxiddzt izo=
141t4k elSezbr kristdlyos formdiban /Theorell and Ake-
ron 1943/. frdekes, hogy az enziﬁst elleztyr ceak a ta-
vaszi tejbSl tudtik elfdllitani, s t61i tejbSl nem.
KSeSbb Polis 68 Shmunkler 1953/ megbiszhatibb izoldldet
KS251e

A peroxiddz elektrofordzisekor két formdt kaptak a
t614 tajﬁﬁl vald izoiéléskor ée ceak egy formdt a ta-
vaezd tejblle A kSt enziz epektrumukban és dtviteli
ezdmukban /turnover number/ ie eltdrtek. Valdeziniileg



izozinek, amelyek kBziil a killtnbtzd idSezakokban e~
gyik vagy mdeik mennyiedge a nagyobbe

4 tormaperoxiddz, N6vényl peroxidis. Prosztétilue
csoportje vas-heme ElSezBr Theorell /1941/ 41litotta e~
18 krietdlyoe £llopotbhan a tommagytksrbSl elekiroford-
zis segiteligivels ‘

| maXe ldthaté tartomdnyban
Yss Hem/mola :
Laktoperox. | 78000 1 412 | 438 425 432
Tormapercze| 40000 1 | 403 | 440 423 432

A iegujabﬁ.irodaldh gzerint a laktoperoxidig jol fel-
haszndlhatd jelzett / 5232 fehirjdk g fehirje ternd=
szetdl hormonok €1541litdsdra. fuiyachi 1972; larchalo-
nie 19723 Owen 1972/.

Iunkédnk esyik célja Seszehasonlitd anyagok el8dlli-

tisa, mivel feltitelezhetd, hogy a fenolszteroidok in~
aktivdldédiedirt az aromds gylriibe bedpiild hidroxi cso-
port, vagy csoporitok a felelleeks. Ezdért elldllitottuk

a 2 hidroxi Usztront, 2 hidroxi Geztradiolt, 4 hidroxi
Seztront & 4 hidroxl Seztradiolt.
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A nem specifikus jédbedpiilée vizegdlatdval pe-
dig jelzett Seztront, illetve Seztradiolt Allitottunk
el8, ugyenellkor vizsgdlat tdrgydivd tettik a jid bedpl-
14s koriludnyeit, tanulményozni kivéntuk a bedpiilés
optindlis paramétereit és mechanizmusdite.



II, Kicérleti réez

1. Anyagoks
A felhaszndlt olddczerek &g anyagok "a.l.t.
Reanal®™ minfedgliek voltak.
Kivétels Usgtron /Chinein Gysgyegzergydr Bp./ metanol-
b3l 2 x &tkristdlyositva Ops 268-271 C°.
Ueztradiol _/Smith-Kline. Freanch. Labse Phi-

ladelphia/ Ops 175-177 ¢°.

renf Tormaperoxiddz_ engim /Reanal/ Aktivitde

1 mg enzim 100 i H 0=t bont 25 €%on 1 perc alett.

daid Laktoperoxiddz enzimet magunk prepardltunk.

virss sutomata spektrofstomdéter, Spektronem 350 epek-
trofotométer. "Desaga™ tipusu kromatogrifids rétegezd
kdeziildk, A 354 izotdp réezére haszndlt milszerek "Gam=
ma" gydrtminyuak veltak. Scalers NK 108; Detektor: lNa.
131, Krietdlys S-1120680 tipusu volt. A viékony réite-
gek kidrtdkeléee "Packard Model T7201" Radio—chromatégf

ram Scanner-en tirtént. k

2eLnktoperoxiddz enzim prepardldsa /Polis and Shmunkler 1952/

Kereskedelmi lef8lizttt nem pasztirizitt tejet hicz-
ndltunk, A kazeint koaguldldesal tdvolitottuk el oltd-
enzimoel /500 mg/1/. 37 CP%-on egy 4rdig 4&1ini ha:ytuk,



majd a 16trejott kazein precipitétumot eziréseel tdivo-
litottuk el.

A kazein kicsapfea /WN,/,50,-el is tirténhet asz
izoelektromos ponton pH 6,0, 1,5H /3H4/2304-01. A sdval
trténd precipitfilds alacsonyabb kitermeléef efedményez
az enzimben. A ezirést 3 ¢%on vigeztik. A tovdbbi tisze
titdei 1épdeek a kbvetkezk voltaks '

' nl" 1épdes A savd proteint szildrd /3H4/2504 hozzd-
addsdéval precipitdilituk a véged xoncentricis 2,8k pH
6,0-nél. Egy Srfig lasean kevergettﬂk. mejd a ceapadi-
kot eziirtik egy éjezakdn 4t 3 C%n.

 »2" 18pde: A precipitftumot ujbsl oldottuk vizben
3 % protein konceniridcidra. Ha-tetraboritot adtunk /vég-
g5 koncentricid 0,11/ de /HH4/2804—et 1,5 li=ra. A coapa=
d%k a tejeavd alkalikue foszfat#izdt tartalmazza.

3" 1épégs Hovelve a sdkoncentrdcidt 1,9 il-ra egy
vildgoes narance ezinil precipitdtumot kaptak /xantin
oxidédz/. A ceap:idékot kisziirtik.

"4 1épégs Az /WM,/,S0, koncentrdeidjdt 2,5 li-ra e-
meltik, a precipitdtum tartalmazza a peroxiddzt. A to-
vdbbi kromatogrifide tieztitdsi 14pdet nem alkalmaz -
tunk,

A ceapadékot minimdlis mennyiedgil pH S-8e acetdt puf-
ferben oldottuk, majd pir csepp toluol hozzdaddsival
tartéeitottuk. Aktivitie 4x10™°u higitde 140 mg I/ml.



3« Tirogin jddozdeca

Az optimflie feltételeket /liorrison 1970/ alapjén
dllitottuk Uecze,

A reakcidelegzy Bsezetitele a kivetkezS volts

H0p 3,5 x 10~

™ 3,3 x 10~ T /K1/
szubsztrit 5,0 x 10~Tu

0,05 i acetdt puffer pH S

cniim.

EDTA 1 x 100

A végtérfogat minden esetben 5 ml volt. Az inkubdcide
id8 60 pere ezobathéraékieten, aerob kirilmények ki
2ttt

Laktoperoxiddg katslizdlta jSdbedpiilég tirozinba
Laktoperoxiddg: aktivitde 4x10'8ﬁ—oa higitde 140 mg I/ml.”

uinta higitds |/\ ext.290 nm| keletkegett | MIT/Iyr x100
l=ban MIT 107°M %
I. 4 x 1077 0,007 0,3 0,6
IT. 4 x 1072 0,062 2,65 593
III. 4 x 10~2 0,072 3,0 6,0
IV, 4 x 10™1° 0,006 0,25 0,5

I. tdbldzat



7o ddz katalizflta idbedpiilée tirozinbe
Tormaperoxiddz: sktivitde 1070 130 mg I/ml.*
I1. téblézat

dinta higitds [ﬂ ext, 290 nm keletkggett UIT/Tyrx100
Meban | mIT 10™%M %
I. 1 x 1077 0,082 ~ 3,5 7,0
12, 3 &' W'e 0,042 1,8 3,6
I11. 1 x 1072 0,00 0 0
Iv. 1 x 10™1° 0,01 0,42 0,84

Az LeTyr —=— Le3=I Tyr /uIT/ dtalakulds mérdse 290 nm
tortént, nmivel ezen a hulldmhosszon a legnagyobb az ele
térdis az L-Tyr &g a UIT abezorbeidja kBzbtt. A Cf. 0molfi-
rie ext. koeff. ennél a hulldmhosezndl 2340, Izy ezt as
drtéket hoszndltuk fel a HIT produkeid mériesdhez. A reake-
cist enzimmel vagy Hyl,~vel inditottuk. Mindkét kiivetti-
ban H202 helyett desztillflt vizet adtunk. A ketts k-
z8tti kiilBmbedg az Z& ext.

¥ Axtivitde mérie latkovice B., Kovice E./1958/ utine




A tiroszin jddozdisa utdn feltiteleztilk, hogy a per-

. oxidémok katolizdlta jSdozde mis ezubsziritokon is lehet-
ségese A fenol ezteroidokat [fesztrol, Gsztradiol/ gyskran
llfilmassﬁk mint model vegylileteket.

PzekbSl 5 x 10~ lieos oldatokst fllitottunk elf. Mi-
vel vizben nem oldddnak, az oldsddet 3-5 % propilén gl
koligl segitettilk elS. A kapott oldatok opdlos ssziniiek
voltake.

A reakciés;elegy Sgegedllitica azonoe volt a tirozine-
nfl leirtakial, azonban a KI oldathoz 0,1 ml Wa 1311 izo-
t3p oldatot adtunk. Ez a mennyieég a KI koncentriecisjdt
nem befolydcoltas A kontrol Bsszedllitdedndl 3262 helyett
azonog térfocatu desztillflt vizet, a mdsodik kontrolndl
anzim helyett pﬁffe:t adtunk az elegyheze.

‘A reakeid idStartama alatt az enzim aktivitdca nenm
viltozik, amit mériscel ellendrigztiink.

leghatdrozott idsS utén‘a felecslezes jddot tioszul-
£4ttal megkbive ledllitottuk a reakoilte A kelotkerett
te mdiket azonos tirfosatu peroxid mentec dterrel tibbe
gz8r extrahdiltuk, majd ssdritottuk iszitott Haaso‘won.

Az extraktumot kémcelShe Bntve azon-al mirtik lreges
kristdily mérSfejiel. A 1311 nsrise a 1211 fotocsucesn
differencidl diszkerinindtor d11dcban tértént.

Ezek utdn megvizegdiltuk a jSdbedpiilés flg dest a
lakto-4e tormaperoxidiz enzim koncentrieisjitsl,
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/3=4. dbra, 111-IV, tdblézat/, velamint az optimdlis
enzim koncentrdicisnil kivettik a jodbedpiilis H=-it az
148 figgvinyében /5-6. fbra, V-VI. tdblizat/.

% A ]‘Hheépﬁ\és fﬂggése a |0H0perox'\d&

- enzim  koncentricioyitol
A
w0t r )
/3
/ \
25 1 ! i\
Iy
/ A
20 4 / .
y \
/ %
15 1 { A
7 “
3
e ..'/ .
i
i
5 i
it
i
Y

B0 4x 10 4100 4&I0® 4x10* M]enuin

A reakeid elegy tartalmezotts 3,3x10™ 11 k1 /1311y,

1,0x10~% EDTA; 3,5x10°7TH K03 5,0x1077k Geatront

vagy Seztradiolt; 0,05 U acetit puffer pH 5,0 és 1&0—

peroxiddz viltozd mennyisdzite A végtirfogat 5 ml volt,
3. dbra

- - ow o= - = Opztrol ......Baztradial



Laktoperéxidéz aktivitde 4x107 lieos higitds 140 mg I/uml.
J5dbespilde flugsise a letoperoxiddz engim koncentrdeisjdtsi
gsztronnil -

Higitie Extre=ke | Haradékel | > /Jepm/ |JSédbeépe
¥-ban /Jepn/ /epm/ -
4 x 10~7 3048 19414 22462 13,57
4 x 1078 5306 10954 16260 32,63
4 x 1077 3212 19332 22544 14,24
4 x 10710 5 24718 24723 0,02
4 x 10711 14 24350 24364 | 0,05
Inkubdeise id3s 60 pere Homéredklets 20 ¢°
Kontrel /X/ 3 350 emnm Hdttér /1) 1 257 cpm

Jdbedpiilde figzése laktoperoxidis e n-trieisidtsl

Héﬁ:ﬁs “:;:;;;t'. :..:a?ggg:;-u >  [Jepn/ Jsgmép.
4 x 10~7 2190 18675 20865 10,5
4 x 1078 5962 12599 18561 31,8
4 x 1070 3616 15516 19132 18,9
4 x 10710 225 20794 21019 1,07
4 x 10711 6 22159 22165 0,03
Inkubdcide idJs 69 pérc Héméredilets 20 ¢°
Kontrol /X/ 3 286 cpm Héttdr NI/ s 225 epm

III. thAbldzat



A _jsdvespiilée figzéee a tormaperoxidis enzim

koncentrdelsjatil

14

1t

10 f

A reakeil elegy tartalmazotts 3.3:10'7&5 K1 /1311/;
1,0x10~% E0eA; 3,52107Tu 00,3 5,0%x107 71 Beztront
vagy Geztradiolt; 0,05 M acetdt puffer pH 5,0 és tornae
peroxiddz vdltozd menuyiedgit. A viégtérfogat 5 ml volt.

4. dbra

- - --- - - = Uegtron o » s o8 s o = Sestradiel
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Slta jSdbedpiilée Beztronba &

Seztradiolba
Tormaperoxiddz aktivitds 107 ¥ 130 mg I/ml.
J5dbeépulég fugedse a tormgperoxidis_enzinm kongentrdcifjitsl

T @ katal

gegtronnil
Higitds Extr.-K, | Narcddkel Jepn/ | J5dbedp.
li=ban /epn/ /epn/ > f~ban
10711 0 34425 34425 0
10~1° 68 31628 31696 0,22
10~2 2236 31597 33833 6,6
10~8 3704 23151 26855 13,79
20" 706 17562 18268 3,86
Inkubdeide id3s 60 pere Hémdredklets 20 ¢°
Rontrol /&/ 312 epm Hattér M1/ 2 267 cpm
gsdbespiilds flggiee tormape -gxiddz enzim kongcentrdcifjdtil
geztradioladl
Higitds Extre=~fe Uaraddi=il - Jepm/ J4dbedp
Leban /epn/ /eom/ b Bban
10-12 0 12602 12602 0
1010 14 12744 12758 0,11
10~2 587 13798 14385 4,25
10™8 1701 13504 15205 11,18
10~7 708 14863 15641 4,97
Inkubdcids idss 60 perc HOmdredklet: 20 ¢°
Kontrol /X/ 3 307 epm Héttér /H/ 3 223 cpm

IV. téblézat
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A reakcid elegy tartalmazotts 3,3:10'7&1 K1l /1311/ H
1,0x10™%u =pTA; 3,5%10™7H 1,0, 5,0x10™ 11 Beztront

vagy 8sztradiolt; 0,05 i acetdt puffer pH 5,0 és
4x10~%% laktoperoxiddzt. A vigtérfosat 5 ml volt.

50' ébl‘s
e o s s s o o Osztradiol

- - o= o = = - Gpgiron
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ilég fignése d47¢°1 laktoperoxiddiz enzimnél

Osztran

Laktoperoxidiz 4:10'8»-oe higitdendl az aktivitie: 140 ng I/ml,

Id5 Extre~ile n:aradé kewliy / cpm/ J &bﬁép.
Jain/ [epn/ _Jepn/ Z eban
1 1026 14024 15050 6,81
5 3924 15448 19372 20,25
io 4033 11153 15186 26,55
20 6320 17410 23730 25.63
30 4516 12728 17244 26,18

40 3517 10722 14239 24,7
80 4929 13868 18796 26,21
RKontrol /i/: 355 épm Héttér /1i/s 240 cpm Himéredklets 20 ¢°
Jsztradiol -8
Ialrtoz)gm{d!z 4x10  H-pg higitdendl az aktivities 140 mg I/ml.
1as Extr.=K Haraddk-il, /Jepn/ Jédbeép.
n /epn/ Jepu/ =, Geban
i 2447 13011 15456 15,83
2 3933 11800 15733 24,99
5 5010 11555 16565 30,24
10 5901 11150 17051 34,60
20 5205 11173 16378 31,78
30 5130 12001 17131 29,94
45 5508 12504 18012 30,57
60 5031 11281 16312 30,8

Kontrol /X/: 300 epm HAttéw /ii/s 240 epn MNiméredklets 20 ¢°

Ve tibldzat



- 21 -

-
-
-

A reakeis elegy tartalmagzott 3,3x10~ 1w k1 /131/;

1,0x10"%

EDTA; 3,5%1071H Hy0,3 5,0x1077i Geatront

vagy Usztradiolt; 0,05 X acetdt puffer pH 5,0 e

lxls'am tormagperoxidizt, A vé;térfogat 5 ml volt.

6- ébra

- o om oo GRZEPON o s e e e e e s oUBztradiol



Tormaperoxidds koncentrdiecidja 10

aktivitds 130 mg I/ml.

148 Extre~Ke .| MHaraddk-H | Jeon/ Jédbesdps
Juin/ cpn/ [epn/ > Z=ban
1 59 14179 14238 0,41
2 144 13723 13867 1,04
5 379 12465 12844 2,95
10 626 12533 13159 4,75
20 998 14740 15738 6435
30 960 12931 13891 6,91
45 1146 10469 11615 9,86
65 1383 11328 12711 10,88
Kontrol /K/: 285 epm HAttér /i/: 241 cpm HOudreiklets 20 ¢°
Usztradiol
Tormaperoxiddz koncentrdcisja 10™° axtivitds 130 mg I/ml.
1ds Extre=Ke Haraddk-i E; /Jepn/ Jédbeép.
Jmin/ L Vi Z=ban
1 21 12292 12313 0,17
2 155 15244 15399 1,0
5 493 16360 16853 2,9
10 832 18491 19323 4,3
20 1689 17040 18729 9,01
30 1942 15689 17631 11,01
a7 2027 16288 18315 11,06
69 1480 11748 13228 11,18

Kontrol /X/: 298 epm

Héttér /1i/s 237 cpm

Vie tﬁblézat

Himdredklet: 20 ¢°
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Az aktiv Ueziron s Heztradiol éteres extrak-
tumdt vékony riteg kromatogrdfidean megfuttattuk ée
pribdltuk 2 keletkezett termékeket elkiilbniteni, Fut-
tats elegy: Benzol: etanol / 89 : 11/ . Rétegkromatoge
rifids kBrilmények: /adszorbene Kieselgel - G, fel-
8z41148 kromatqghéfia/.

A kromatogram kidrtdkeldse "Packard liodel 7201"
Radio chromatogram Scanner-en tirtént. /ilatkovice, Ra=
konczay, Rajki, Baldepiri 1971; Rakonczay, Matkovics
1972/,

A ridiokromatogram cesuceai alapjdn az Reo~ek a ki-
vetkez8k voltaks

LP Beztron s 0,40
LP Ssztradiel 3 0;37
TP Gsztron 3 0,39
TP Beztradiol s 0,38

A foltok elfhivdsa foszforsav : viz = 1 ¢ 1 ard-
ayu elegyével vald lefujdesal, majd 100=120 C%on
45 percig tartd szdritiseal is elvéiezhetl.
Feltételeztilk, hogy a jiéd a 2-es széhatomra épiil
és a ridiokromatogram /7-10 fbra/ kisdrtékelsse utin
Usszehasonlitsd anyagot szintetizdltunk ds eldfllitottuk
a 2 354 Beztront de 2 jéd Beétradiolt. /liatkovice, Raw
koneczay, Kovdces, 1972/.
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Seztronbs ﬁradiaqu ngtograr ran/

3x40* cpm

S = gtart F = front - = = = = Rontrol

Te rihra



]-wo‘cm

10 20 Temd

8 = start P = front - = = = kontrel

8. dbra



Tormaperoxiddz katelizdlta 13, bedpiilée
£ radiok natos

1

- 3x Ao% cpm

+{6x lo4cpm

3 = gtart = front - = = « kontrol

e dbra



Tormaperoxiddz katalizdlta 21I vesnilde
Sgztradiolba /r

ddiskronatogran

13xdo*cpm

+48% do% cpm

8 = gtart P = front - = = = » kontrol

10« dbra
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D¢ 2 364 szdirmazikok szintézise

1./ 2 84 Beztron kéczitise
Hillmann=Elieg /1953/; Hillimann-Eliee /1955/

270 mg Ssztront 5 ml forrs jégecefben oldottuk
de 45«50 C° kBzBtt hozzdadtunk 100 mg Hg /II/ acetd-
tot 10 ml ecetsavban, amit forrdén 260 mg Ia-v'l ele-
gyitettink. 5 perc alatt tirtént a hozzdaddse csepegtetés
formédjivane Egy Sriig szobah5méreékleten 411ni hagytuk
ée ezalatt a felesleges jdad lig /11/ I, forméjéban vélt
ki. lLesziirtiik s az eceteav £3 ttnegét lepdroltuk. A
Hg /11/ 1, maradékot KI-vel oldatban tertottuk. A 2 jéd
Beztront 50 ml vizre ntdeeel nyertik. Megadott Op:z
184 €% A kapott anyagot Al,0, /ierck/ B/IV/ aktivité-
su oszlopon kromatografiliuk, A leolddis benzollal tire
ténte A 2 j4d Bsztron az eled frakeidkban jEtt le az
oszlopril s a szolvens elpfrologtatdsa utdn tiézta
2 jsd Eéztront kaptunk. |

2 j6d Beztrons Me: 396,08, Ops 178-180 c°
1821927 szdmitolts Cgy 5y Tl 40 I35 o5

taldlts  Cg, cos Fig 300 I3y g2

g:ga = 297 nm 12)0 = -106% 2° /e=1,0; CHCI3,

X)ﬁgi : 3350 /0i/; 1750 /C:0/ 1450, 900 /ar/ em™t



272 mg Beztradiolt 10 ml ecetsavban oldottunk ée
45-55 C° k25tti himéredkleten 260 ng It adtunk hozzi.
A tovibbiakban a jéd Ssztremndl leirtak ezerint jértunk

el.

2 354 Beztrediol Me: 398,08  Ops 174-76 c°
“ /Irod. Ops 130 ¢/

EtOH

pax = 297 mm 20 .4+123% 2° /e 1,0, EtOR/

Vv S; 3400 /oi/, 1410, 900 /ar/ em™t

A rddiokromatogram alapjén kapott Ry értdkek kizel
azonosnk voltak a ezintetizdlt 2 j6d Beztron ill. 2 jbd-
Seztradiollal, _

Kgvetve ie bebizonyitottuk, hogy a j5d a C=2-es
helyzetbe épiill be. Szubeztrdtnak elfdllitottuk a 2 nitro;
4 nitro; 2, 4 dinitro Ysztront. Ezekiel is elvigeztilk az
enzimatikue jédozdste
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VII. tdblézat

Sgubeztrit | Extre=K, | laradék-I 2 Jepn/ | J8dbedp.
/epm/ /epn/ Geban

2-30, 48 15 849 15 891 03

Ceztron

4=i10, 457 15 083 15 540 2,94

Seztron

2-4 a1 10, i

Sestren 5 16 050 16 055 0,03

Kontrol /X/ = 273 cpm Héttdr /H/ ¢ 254 epm

Hénsdklets: 20 ¢® Reakeid 1d8: 60 pere

“A legnagyobb bednlilée a 4-50, Seztronndl volt. Ez
ceak azzal magyardzhatl, hogy a 2-esc helyzet eszabad és
ide épiilhet a jéd. Sokkal kevesebl jid épiil a 4-es hely-
zetbes.

Oeszehasonlitd vizszilat ¢éljdra a kBvetkezd nitro,
aming fe hidroxi Seztron ill., Hsztradiol vegylileteket 41
litottuk elde.
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- nitroeztron és nitrotsztradiol, 2=- hide
roxitgztron és Ueztradiol szintézise

2 8g 4=nitro=-Bsztron kiszitdse /J,11/
Yerbin, Holoway /1956/, Niederl, Vogel /1949/,

Hillmann-Eliee /1953/.

1l g Seztront 30 ml jégecetben oldottunk melegen, majd
cseppenkint 0,18 ml cc. H703-at /fes 1,42/ adtunk hozzd,
miutin a himéreéklet 45 C%ra hillt. A keletkezS narance-
efrga oldatot egy éjszakdn 4t £11lni hasytunk. A kivdlt
vildgessirga 4-nitro-teztront kiezirtik, ecetsavval nos-
tuk de szdritottuke. A keletkezett 4-nitro-Uszironra voe
natkozfan a termelds 35 %-o08 volt.

LErg Cyglin 047 list 315,36
Op: 277-78 c° /Irod. ops 270-280; 258 C%/
Szdmitott: C 68,55 H 6,71 I 4,44
Taldlts H 4,41

[(J\} 20 . -299% 2° /e 0,003 EtOH/

V mar 3350 /0/3 1535 /Ar-10,/; 1030, 825,
800 /C~ii0,/ ea™L,

A filtriturot 300 ml wvizbe $1tUttlik ¢e a kapott eér—
ga precitditumot eszlirtik ée szdritottuk. A kissiirt gzte~
roid keverdk benzolos oldatdt 200 g 41,04 Jlierck/ B/IV,
aktivitdsu oszlopon kromatosrafdltuk. 4 leoldde benzole
lal t8ridént. Az oezloprsl ellezir a 2-nitro-, mejd a
4-nitro-szirmazék o0ldddott le, m iz a keletkezd 2,4-dinit-
roteztron, valamint egyéb terudkek az oezlopon marsdtak.

1l g Ueztronnak 40 f=a alakult 4t 2-nitro-dsztronnd, A



gzolvene elpirologtatdea utdn nyertik a tiszta 2-niiro-

Seztronte

2-nitro=jegiron [I/ CqghpqO e 315,36
Ops 276-80 C®  /irod. op: 183,5-184; 155 C°%/
Szémitotts C 68,55 H 6,71 0 4,44
Taldlts | . N 4,41

L&_]§° = + 30%2° /e1,0; CHCl,/
) EB® 3350 foi/; 1750, 1640, 1530 /Ar-i0,/; 880,
760, 650 /C=li0,/ cu™ .

2= 88 f-nitro-Boztradiol kiszitdige [III, IV/

2« S8 4-nitro=-Secztronbsl késéitettuk HQBH4-09 reduke
cidval. TelL. Patton /1959/.

500 mg nitrodestront 30 ml metanolban oldottuk, majd
200 mg HaBH,-et adtunk az oldathoz. Egy éjezakdin 4t 411t
szobahdmdredkleten, majd 150 ml vigbe tntBttik, amit
6 I TICl=al pavanyitottunk. A csapaddkot szlirtiikk de eta~
nolbsdl dtkristilyositottuk. |

2-nitro-teztradiol /11I/ Clsu2304ﬂ Kss 317,38
Ops 159=63 C° /Irod, ops 164-167 C°/

[chl§° = +160 % 2° /e 1,0; cuCl,/
Szémitotts C 68,12 N 7,30 U 4,4
Paldlts n 4,48

V) 537 3490, 3300, 2950 /01/; 1630, 1525 Jar-50,/3
900, 865, 760 /C~110,/ cu .
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A=pitro-Sestradiol JIV/ Cygii,a040  le: 317,38

Ops 190-193 ¢° /Irsde.op: 220 C°/
Szémitotts C 68,12 H 7,36 11 4,41

Taldlts | | I 4,48
(]2 =+25022° /e 1,05 CHCLy/
\),gig 3200, 2950 /07/3 1530 /Ar-N0,/; 1050,
825 /C~10,/ em™l,

Kraychy és Gallagher /1957/.

1,12 g nitro-Geztron, - Geztradiolt 230 ml1 aceton
ée 100 ml viz elegydben oldottuk. 50 ml 1 I NaOll oldatot
ég 6 g Na-hidroszulfitot lﬂazszo‘/‘adtunk hozzd, majd 10
pereig melegzitde o kevergetds kizben visszafolyattuk.
Tovdbbiakban iemételten hozzdadtunk 50 ml lugot és 4 g
Ha-hidroszulfitot, majd folytattuk a visezafolytatdet még

20 perecige Ez 1d8 alatt az alapoldat sdrga szine eltiinik.
Az acetont vdikumban lepdroltuk, ncjd az elegyet hig ecet-
eavval neutralizdltuk. 2,5 drai jégezekrinyben vald tar-
tde utdn a kivilt precipititumot sziirtilk, viz-cel mostuk,
majd szdritottuk, A reakcid kitermeldse kizel 100 Yi=os.

2-agino-Ygatron /V/  C,gH 40,0 lisz 285,38
Ops 190-193 ¢® /iIrod. op: 220 C°/
Szdmitotts C 75,7 H 8,14 0 4,91



['OL] 20 .-22° /eo,5; CHC1,/

\) 23; 3500, 31390 fprimer ﬂgzl; 3350 /on/; 1290
/EHzl cot,

4-amine=Seztron /V1/ Cygliy,08  les 285,38
Ops 249-52 c°

Sgdmitotts C 75,75 H 8,14 H 4,91
Paldlts ‘ H 4,67

[d\]g". + 50 £ 2% /e 0,2; uetH/

U E3® 3420, 3380 /primer wi,/; 3350 /OH/; 1620,
1300, 1270 /WHy/ em™t.

2-emine-estradiol /VII/ Cygfi,s05  liss 287,4
Ops 184=90 C°
Szdmitotts C 75,23 H 8,76 H 4,87
Taldlts: | N 4,72

[d\]g? == 130 2 2% /e 0,15 uweou/

U mar 3390, 3320, 2950 /OH, NH,/3 1730, 1600,
1290, 1220 /iH,/ ca™l,

4-amino-Bgztradisl /VIII/ Claﬂzsczﬂ Yss 287,4
Ops 265-68 C°
- Szémitott: C 75,23 H 8,76 H 4,87
Taldlts: B 4,72

[d;] §° =« 90 2 2% /e 0,1; divetilszulfoxid/

A 3390, 3320, 2950 /OH, WHy/; 1620, 1300,

800 /uliy/ em™l,
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2= dg 4-dinidroxi-Seztron ¢és Bsztradiol kiszitise
digzotdildesal |

Krayehy, Gallagher /1957/, Viederl és Vogel /1949/.
Az eldzlekben kapott anino-8sztront 15 ml 40 F=os
kénsavban oldottuk Se O-4 C®%on diazotdltuk 940 mg laldy=
el, melyet 2 ml vizben oldottunkes A Eamoa oldatot 5 perec
alatt, ceeppenkint adtuk a savas oldathoge. A keverdket
17 percig 411ni hagytuk 0 C%-on, majd 0,6 ml 40 %-os
kerbanid oldatot adtunk hozzd,

fiederl és Vogel /1949/

A 2 vagy 4 diaszoniumklorid Seztron oldatdt a fent
leirt nddon prepardltuk 800 mg 2 vagy 4 nitro Usziron-
bdl. Az elegyhez 8 g CuSO4 BZO 16 ml vizben oldott
forrs oldatét adtuk ée a keverdket 15 percig refluxil-
tuk. Miutdn lehllt 24 Srdn 4t 5 C%=on d11t. A sbtét vi-
rieegbarna produktumot eslirtil, moetuk vizzel Jdg ezdrie
tottuk vdkumbane A nyersanyag sulya 400 mg; 7,2 ml Jlp-
eceteavban ég 0,8 ml cc iiCl-ben melegitetiik forriepont-
ig, majd 800 mg cinkport adtunk rdezletekben a forrd ole
dathog e refluxiltuk 30 percige Hiutdn lehiilt a fHliil-
uezd oldatot dekantdltuk 40 ml vizbe. A precipititumot
mostuk 20 %-os acotsavval‘éa vizzel, majd vikumban szdrie
tottuke.

A keletkezl hidroxi-terndkeket preparativ ritegkro-
matogrifidval vilasstottuk el a szintézie utoled l1léndeei
gordn viecezaalakult Sestron ée Gestradioltdl. A kapott
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anyagkeverdket kloroformban oldottuk, Silicagel /ilerck/

G nach Stahl szerint kéegiilt kBzepee vestazedgu lapra,
0,5 cm=ee ceikban vittik fel &g aceton-cil:lohexan=kloe -
roform /1:2:2/ elezyében mezfuttattuke A hidroxi-teztron-
nak megzfelel§ foltot /azonoeitde R, értdk alapjdn/ a lap=
r3l lekapartuk de aceton-kloroform /1:2/ elegyével eluéfle
tuk, Az extraktumot wikumban, N zc-géz dtbuborékoltatdie
kSzben lepdroltuk, ® & kelethkezett termdék kromatografi-
ean nir tiszta volt.

2-Qli=Semtron [IX/ C.gl,0, ~  He: 286,37

Op: 116-18 €C°  /Irod.op: 200 C°%/

V) ooF 3350 /oti/3 1710, 1610, 1290 /Ar/ cu™l,

4=Oli=Beztron /X/ 018H2203 Hg:s 286,37

Ops 228-35 C°

) o 3400, 3350 /0i/; 1720, 1290 ./Ar/ ca™l.

es 288,38

Ops 192-96 .c°

J Sor 3400 /0il/3 1720, 1510, 1450, 1260 /ir/ ea™l.

4=Ol=begtradiol /XII/  CygH,,0;  le: 285,38
Ops 166-170 ¢° |
V K3% 3400 /on/s 1710, 1610, 1510, 1250 /Ar/ cm”l.

Az Beszehasonlits anyagokat t8bb rendszerben /Kiecelgel
Geen/ felezdlld kromatozrifidval megfuttattuk.
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U = Beztron
Ud= Beztradiol

A _szintetigzdlt Usesehasonlits anyagok Re értikei
killénféle futtatd rendeszerekben

Tenzols AeONso.he- n-neptins | Ce.hnexans
Vegyiilet @tOH = xénz?H013= = acetons= rvr13scan=
89 : 11 13232 231 Y231
/Ro/ /Re/ /Re/ /Re/
o 0,74 0,94 0,26 0,18
21100 0,88 0,96 0,36 0,42
4110 =0 0,56 0,98 0,22 0,30
2-1TH 50 0,43 0,08 0,17 0
431 0 0,50 0,12 0,21 0
2=0H-0 0,36 0,61 0,12 0,06
4-0H-D 0,52 0,64 0,19 0,11
| 2« Ia0 . ¢4 0,87 0,29 0,45
ba 0,43 0,71 0,24 0,17
2-110,0d 0,56 0,91 0,34 0,34
4-110,0d 0,38 0,87 | 0,23 0424
2-1H-0d 0440 0,04 0,16 0
4-m0a 0443 0,04 0,18 0
2-0H-0d 0,32 0,688 0,14 0,08
4~0H-Dd 0,37 0,91 0,14 0,06
2+ I-0a 0,39 0,89 0,25 0,28

ViiIsgsdbldzat
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2 hidroxi Ueztron ssgintdgiesnek £5 lépdeei

s 0SZTRON
l HNO,
O‘N
i 2-N0O,-0SZTRON
l Na, 5,0,
H,N
. 2-NH,-OSZ TRON
1 NaNOl
as ,__N IN
HO 2-DIAZONIUM -
OSZTRON
HO
HO

2-OH-0szTRON

11, dbra



-39 -

4 hidroxi Seztron egzintdzisének £35 lépiced

G

Ho OSZTRON

HO @ 4-N0,-0SZTRON

3 J'Na.so

“O@ H-NHl‘éaz_TRcN

NH, l NaNo

HO/@ Y-DinzONIUM -

= (‘)LEZ7'R(;N
N'_'N_]SO('l Zn . rod |

L4-0H-CSZTRON

b

12, 4bra
iivel a jédbedpiilée fligg a 1,0, ée a ezubsztrdt kone
centrdiciitsl, ezdrt meghatdroztuk ezen 2 komponensg
optimundt a bedpillés ezempontidbsl TP enzimnél.
/1X=X, tébldzat, 13 £bra. ill. XI-XII. tdbldzat,
14.48bra/.



Haoacc. Ceszaktew=li | Oxtp,«K | Bedplilde | Bedplilded
s mértéket | sebessdg:
x 10 o ICPE/ 10”/ % v
s/pere
. : +
0,35 20 021 1 898 9,48 0,156
0,70 | 19 341 2768 | 14,31 0,2365
1,05 17 206 2 506 14,56 0,243
1,40 | 19446 |25 | 13,12 0,219
1,75 | 18521 | 3014 | 16,27 0,271
2,00 | 17382 |257 | 1448 | o,2a
2,45 19 532 | 2179 11,15 0,186
Hs= 124 /epm/

Ka 877 /epn/
Az inkubdcid ideje: 60 perc, 25 C%-on.

IX, tébldzat
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A ;31; beépiiliednek fiigpéise a HEOa koncentricisitsl,
a_tormeperoxidds enzimnél, az Ueztradiol, mint szube
prirét esetében

Ha0ocee | Usezaktesl | Bxtre=H | Bedpllde | Bedps=K | Bedplilési
-7 mértdke aebseeég
%107 /epm/ /epn/ 4 %

’ : “/pere
1,05 16 254 2 222 | 13,60 8,53 0,142
1,40 16 639 2 281 13,70 8,63 0,143
1,75 | 17 206 2 630 15,30 | 10,23 0,170
2,10 17 108 2 661 15,55 10, 48 0,174
2,45 14 754 -2 312 15,67 10,60 0,176
2,80 | 15 969 4163 26,07 | 21,00 0,350
3,15 17 112 2 955 17,30 12,23 0,204

1 = Kontrols 866 5,70
1 = Hittérs 143 /ecpuw/

Az inkubdeid idejes 60 perec, 25 ¢%on

X *n téblézat
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e |

t
0,35 {

0,30 *~

0,25 -

0,20

i

(R

0|10

PO N S ST S S
o35 108 135 245 315 350 x 0'm
H,0,

A reskcid-elegy tartalmazotts 3,3:10‘7M'KI /23114,

1,0x10%

Su EpTA; 5,0%20"T Bestront vagy Bemtradiolt;

0,05 Ul acetdt puffer pH 5,0; 1x%10™°y tormaperoxiddzt
e H,0, vdltozd mennyiedgdt.A végtérfogat 5 ml volt,

13 4bra

l. Beztron : 2. Upztradiol



o
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Sangzt. Uepzakte=H | Extr.=H gggggiia Boﬁﬁﬂléa 2:gggt2;;
xlégfm /epm/ /epn/ % % %/ggic
0,4 14 223 4 719 33,17 32,24 0,553
0,5 15 660 5471 | 34,93 | 34,00 | 0,582
1,0 15 385 5 712 37,19 | 36,26 0,619
1,5 16 842 7 357 43,68 38,44 0,726
2,0 15 471 7 601 49;13 43,89 0,819
Kentrol 1: 17 063 160 0,93
Kontrol 23| 16 380 859 5024

0 = Hittérs 136 /epm/
Inkubdeids 1d8s 60 pere, 25 ¢%-on,

XI, tdblézat

A Uighgelig £11apad /K,/_meghatdrozdsag

A lichaelies £1landd grafikue dbrdzoldedn alapuld meg-
hatdrozdedra tobb nddeszer isueretess A leggyskrabban
hnezndlt, Lineweaver-Burk midezerndl az aldbbi egyen-

letbll indulnak ki.
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A fenti egyenlet alapjédn az -é' értékeket az

7%7 drtdkek fiigovénydben dbrdzolva, egy olyan egyenest
kapunk; melynek irénytangénaa KM,vmax ;} az ordindtén vae
18 metezéapontje I/Vmax‘ miz ag abszeisszdn vald mete

szégpontja -I/KM.
XII, tdbldzat

/1/% perc'll /x 10 “Tuy

1,808 2,50
1,718 2,00
1,617 1,00
1,377 0,66
1,221 0,50

A grafiken alapjdn kapott értdkeks
dbra II-XIIe~ tdbldzat
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os 10 15 2,0 ER-4 [S]

A reakeidelegy tartalmazott 3,3:10'7& KI /1311/;
1,0x10%% Epea; 3,5x20°TH 1,0, 055 1 acetdt puffer

pH 5,0 ; tormaperoxiddsg 1.0:10'8m Seztron vdltozd

mennyiedgéts A vigtirfogat 9% ml volt.

14, dbra



XIII, tébldzat

H = Hittérs 126 /epn/
A reakeid idejes 60 perec, 25 ¢%«on,

A lichaelis 4dl1ll0nd8 kiczdmiticas

/1/% porc'll J=x 10°GM/
5923 1,0
3,95 0,5 O
3,38 0,33
2,61 0,25
1,88 0,20

XIV. t4bldzat

Szubezte | Usezalkte-H | Extr.-H.| Bedpiilée| Bedpulds | Bedpulési
cCq : mértdéke i gebegcdg
/s/ /v/

~x10"%u /epn/ Jepn/ | % % %/pere

1,0 16 541 2 772 16,7 11,5 0,191

2,0 16 701 3 409 20,4 15,2 0,253

3,0 15 877 3 538 22,9 17,7 04295

4,0 16 837 4 750 28,2 23,0 0,383

5,0 15 843 5 856 36,9 31,7 0,529
Kontrols 15 637 822 Be2




3

P

~0f -~oM -0 02 o4 qe o 10 1

A reakeidelegy tartalmazott 3.3:10"7141 KI /1311/; :
1,0x107%M EDTA; 3,5x107TH H,0,; 0,05 k acetdt puffer
pH 5,03 tormaperoxiddg 1.0x10"8m Ugztradiol védltozd
mennyisdgite A végtérfogat 5 ml volt, ‘

15, &bre
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A grafikon alapjén kapott ‘rtdkeks
15¢ 4ura XI1I- XIVe tdbldzat

. = i,?O

B o. 475 )

Ky = 0a208 x 107

¥ 4 it



9. _Ip katalis

fotometrids médezerrel

bane £e 12 majd I; keietkezik. Az I;

zékeny a spekirofotometride mddezer,

am-nél intenziv elnyeldsi sdivia vane
koeff. 22900 £ 855 /alexander 1962/,
arinyos a peroxiddz koncentrdcidjdval megfelell ndri-
ei tartomdnyban. /16. dbra de XV, tZblizat/.

XV. téblézat

A peroxidigok riszt vesznek a jodid oxidfildied-
mérisire igen 4r-
Az I3 -nak 353

A moldrie ext.

A keletkeszett I}

148 10-%% 7| Keletkegett | 1070 TP| Keletkezett
Bt. | 13/x107%w/ Pxte | 13m0~/
300 0,795 4,1 2,07 0432
1, 0,32 9,8 0,015 0,65
1°30°* | 0,35 11,5 0,028 1,2
20 0,48 12,1 0,04 1,75
2*30** | 0,61 12,7 0,055 2,4
3° 0,73 13,2 0,067 2,9
- 0,86 13,7 0,081 3s5
4 0,89 13,9 0,095 4,1




183 KEzzrol Kolefkgg:tt
» 15/x1077/
1* 0,006 0,26
2° 0,013 0,57
» 0,02 o’gf
v 0,023 1,0

A kontrolndl enzim helyett desztilldlt vizet ad-
tunke A 1 x 10 "Li=0s TP 014ntnfl a reskeifelery igen
gyoregan, szinte a hozzdadfe pillanatiban mepgettite-
dett, esdrt dnnél a koncentricisndl ném mérhetd a
I; mennyisége.

Ezen méréeek azt bizonyitjdk, hogy a jbédbedpités

gorin a tormaperoxidds I; -at termel.
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TP katalizdlta jodid oxiddcidjdnek [1;[ mérise

gpektrofotometride médezerrel

¥ apdd
E=2 3 A
.
.,-a//l
-
T

thoe

16, dbra

A reakeifelezy tartalmazott 3,5x10™ 1 H,0,=t; 3,3x107 L
%13 1x107% EDTA=t; 0,05 1 acetdt puffert pH 5,0; TP
vdltozé mennyiségét /A=1x10"24 TP, B=1x10"1% 7P/;

K = kontrol /enzim nélkul/
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111, A kisérleti eredmények értékelése

Az irodalmi adatokkal egybehangzdan kimutattuk,
hozy a lakte /LP/ és a tormaperoxiddz /TP/ bedpiti a
jédot a tirozin molekuldba.

A j6dozdei reakeidst mie ezubeztrdtokon ie elvie
geztik Se megillapitottuk, hogy az LP ill. a TP képes
nem gpecifikusan jédot bedpiteni Bsztronba de az Usze
tradiolba.

A jSdozdegi reakcid meghatirozott enzim koncentri-
cidndl eptimélie. Bz TP-ndl 1 x 10°SM, a LP-nfl 4 x10™°-
og higitdendl volt optimdlie. /3-4. dbra, IIll.-IV, tdb-
lézat/.

Ez az optimum azonoe szral ag orednénﬁyel, amit a
tirozin jédozdedndl dezleltiink.

Az LP enzim ecsetdében a jddbedpitée iddven zyorsab-
ban kivetkezik be mint a TPe-ndl. Az LP-ndl mér 10 perec
alatt eléri a telitéei maximumot, mig a TP-ndl 30+60
perere van gziikedg. /5-6. dbra, Ve=VI, tdbldzat/.

A j5dbedpillde nuyedga flgeg a reakeidban résztve-
v5 ezubszirdtok /i, 0,; j3d; Beztron vegy Uestradiol/
koncentrdcidjditil, melyek kizil meghatdroztuk a 505,
valamint az Heztron ée Beztradiel koncentricisd hatdedt
a 1311 izotdp boépuléai gebeseégire a keletkerett tor-
mfkben TP enzim jelenldtébene.

Az optimdlis 1,0, koncentrdcid Geztronndl 1,75 x
107y seztradiolndl 2,8 x 10~Ty, /IX.-X. tdbldzat, 13.

ébm/o



& 131 pespilée maximumit az Geztronndl 2,0 x
10Ty, ahol az elezy j4d izotsp tartalménak 43,9 %-ao
éplil be. K, érték grafikue mddezerrel meghatirezvas
0,202 x 1077w 3 V_ 0,826 x 1077 /XI.-XII. téblézat,
14, ébra/e |

Az Seztradiol optimélis koncentridcidja a jidbe-
dplilée szeupontjibdl 5,0 x 10’6m, mely kencentrieidindl
az elegy izotsp 1317 tartalmdnak 31,7 %=-a épiil be.

K, 3 0,208 x 1072 V___ 0,588 x 107> /XIII.- XIV,
t4dblézat, 15. dbra/.

A K, értikek nagyedpst Beszehosonlitva mesdllapit-
hatd, hogy az Usztron 100 x nagyobb aktivitdet mutat a
reakeidban, azaz a jidbedpitis az Geztrenndl relative
kénnyebb ée nagyobb mint az Usztradiolndl, A kiilnbedg
valdsziniileg a ezubszirdt-enzim komplex stabilitdsbeli
killnbed2ébll ezdrmazik, Azonos idd alatt az Gezironndl
a 364 %=oe bedpiilise magasubb /43.9 %/, mint Seztradiol-
nfl / 31.7 % /. ‘ |

A radiokromatogram dc a vikonyr teg kromatosrdfid-
val ayert ancket Boezehasonlitva megillapithatd, hogy
a 1311 legnazyobh riezt a C-2-ee helyzetbe é&piil.

/ 7-10 dbra /.

A nitro Gsztronokkal végzett mérée is bizenyitja
azt, hogy @ C=2 helyzetbe tortént a bedpulés /VII. tdbe
lézat/. -
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Irodelmi adatok ezerint a C-2-es szubsztitucid
inaktivélja a fenol szteroidokat /2-hidroxi Seztron
ég 2 hidroxi Beztradiol/. A C-2-es jid Beztrogének ake-
tivitdiea is szdzad rdéeze a kiinduldei anyaznak, de nem
bizonyitott az, hogy az €15 szerveszetben jid bedpilip-
gel inaktivdlddnak a fenol szteroidok.

A prepardlt j4d Gezitrogének azonban ji1 felhasz-
nédlhatdk jelzett fenol szteroidok elddllitdedra, ame-
lyek fizioldgiai kisdrleteknél eldnytisen alkalmazha -
tike

A TP oxidélja a J -ot I; -5, ami spektrofotomet-
ridsan mérhetf. A keletkezd 15 ardnyoe az enzim kone
centricidjdival megfeleld mérdei tarteomdnyban /16, db-
ra, XVe tdbldzat/e A

Ueezehasonlits vizegdlatokra elddllitottuk =ég a
ktvetkezS fenol szteroid ezdrmazdkokat: 2 nitro ez
tront; Usztradiolt; 4 nitro Beziron dés Heztradiolt;

2 amino Geztron ég Hsztradiolt; 4 amino Yezireon deg Ueze
tradiolt; 2 hidroxi Useztron Ss Ueztradiolt; 4 hidroxi

Seztron ég Ceztradiolt.
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